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研究成果の概要（和文）：顎関節症関節円板障害では，クレンチングなどの噛みしめ時に直接滑膜に過度な負荷
が加わり滑膜炎が発現する．本研究ではヒト滑膜由来細胞を用いた3次元培養組織に噛みしめ時に相当する繰り
返し力学的負荷を加えて滑膜炎モデルを作製し，このモデルに対する薬剤の効果をin vitroで評価するシステム
の開発を行った．膝関節鏡手術にて得られたヒト滑膜組織から初代培養を行い、三次元培養組織を作製し各種の
顎関節症治療薬を添加し、繰り返し圧縮負荷を与え、炎症マーカーの推移を測定した．顎関節治療薬の効果がin
 vitroで判定可能であった．

研究成果の概要（英文）：When clenching the teeth, compressive force is applied directly to the 
synovium in the disc, causing synovitis of temporomandibular disorders (TMJ disc derangement). We 
have developed a novel synovitis model using a cyclic loading bioreactor, and cultured human 
synovial cells in a 3D cell-scaffold construct. We studied pharmaceutical agents for 
temporomandibular disorders by using this model. This system can asses the effects of pharmaceutical
 agents for TMD in vitro.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 

近年顎関節症患者は増加の傾向にあり,国

民の顎関節症に対する関心も高まりつつあ

る.痛みを伴う顎関節症は顎関節滑膜の炎症

に起因するといわれている.また,顎関節円

板前方転位は臨床においてもっとも多くみ

られる症例であり,顎関節円板前方転位が発

現すると,解剖学的構造上,円板後部結合組

織に存在する滑膜に直接噛み締め時の圧縮

負荷がかかるといわれている.さらに,夜間

噛みしめ後の起床時の顎関節痛の増悪は日

常臨床でしばしば遭遇する症状の一つであ

る.以上のことから,顎関節滑膜細胞に対す

るメカニカルストレスの関与の結果による

炎症反応が疑われてきた. 

本研究では現在までに顎関節滑膜を初代

培養し,得られた培養細胞を滑膜由来細胞と

し,それを用いて三次元培養組織を作製し,

開発したコンピュータ制御による繰り返し

圧縮負荷装置を使用し,ブラキシズムを想定

した１日１時間で５～１５日間の鉛直繰り

返し圧縮負荷刺激に対する細胞応答の検討

を行ってきた（Muroi, Kakudo et. al.： J 

Dent Res 2007, J Osaka Dent Univ 2007 ）.

その結果,繰り返し圧縮負荷により炎症性サ

イトカインのうち,IL-8,MMP-1, MMP-3の遺伝

子発現レベルの上昇がみられ,タンパクレベ

ルでの発現も認めた.さらに,急性期を想定

した１時間の圧縮負荷後６時間で,Il-1

β,Il-6,Il-8,MMP-3およびMMP-9のm-RNAレ

ベルの有意な上昇がみられた（Akamine, 

Kakudo et. al.： J Osaka Dent Univ 2011, 

Int J Oral Maxillofac Surg 2011）.以上の

本研究で解析した実験系は,in vitro におけ

る再現性の高いヒト顎関節症の滑膜炎モデ

ルと考えられ,顎関節症に対する薬物動態の

解析に応用が可能であることが示唆された.

これまで,顎関節症滑膜炎モデルは,in vivo

ではマウス,ヒツジなどの動物を使用して実

験的に発現させた報告があるものの,再現性

が乏しく,遺伝子レベルでの探索や薬物効果

の判定にまで至っていなかった. 

２．研究の目的 

開発したコンピュータ制御による繰り返

し圧縮負荷装置を使用し,三次元培養された

滑膜由来細胞に対する鉛直繰り返し圧縮負

荷刺激で再現された in vitro のヒト顎関節

滑膜炎モデルを作製し,同モデルを使用した

顎関節症治療薬の評価判定システムの開発

を行うことを目的に本研究を計画した. 

３．研究の方法 

(１）In vitro におけるヒト顎関節滑膜炎モ

デルに対する抗炎症性鎮痛薬(NSAIDs)，

COX-2 阻害薬（CEL），副腎皮質ステロイ

ド薬およびヒアルロン酸(HA)の薬効評

価 

① 材料：抗炎症性鎮痛薬，COX-2 阻害薬，

副腎皮質ステロイド薬およびヒアルロン酸

製剤 

② 方法：膝関節鏡下手術で採取されたヒト

膝関節滑膜を細切し,初代培養して得られた

培養滑膜細胞と 2%アテロコラーゲンゲルを

混和し,上記のアテロコラーゲンスポンジに

滴下,遠心力を加えてスポンジ内に注入し,

三次元培養組織を作製する.この滑膜由来細

胞三次元培養組織を材料とし,コンピュータ

制御の繰り返し圧縮負荷装置を使用して In 

vitro におけるヒト顎関節滑膜炎モデルを作

製し,これに対する抗炎症性鎮痛薬の薬効評

価を検討する. 

③ 評価：PGE-2 および ADAMTS4 を指標に抑

制効果を評価する. 

（２）ヒト滑膜細胞に及ぼす多血小板血漿

（PRP）の影響 

① 材料：ヒト多血小板血漿（PRP） 

② 方法：膝関節鏡下手術で採取されたヒト

膝関節滑膜を細切し,初代培養して得られた

培養滑膜細胞に，1%aPRP,5%aPRP,10%aPRP 及

び 20%aPRP を添加し，細胞増殖能を検討した 

③ 評価：aPRP，添加後 1 日目，3 日目およ



 

び 5日目で細胞数を計測し評価した．  

（３）ヒト軟骨細胞由来三次元培養組織の軟

骨再分化に及ぼす繰り返し圧縮負荷

刺激の効果 

① 材料：Olympus RMS より譲与されたヒト

膝軟骨由来細胞を使用した．  

② 方法：平面培養にて培養したヒト軟骨由

来細胞を 1 % Atelocollagen gel と混和し，

collagen sponge に播種，500G の遠心力を与

えヒト軟骨由来三次元培養組織(5×10⁵ 

cells/scaffold)を作製した．作製した三次

元培養組織は 2 日間静置培養を行い，3 日目

に BMP2，TGF-β3 を添加した Chondrogenic 

medium に変更した．まず実験 1として，この

三次元培養組織が軟骨へ再分化するか否か

を 検 討する た めに三 次 元培養 組 織 を

Chondrogenic medium または BMP2，TGF-β3

を含まない Control medium で 28 日間培養を

行った．次に実験 2として，軟骨再分化に及

ぼす圧縮負荷刺激の影響を検討するために

Chondrogenic medium へ変更後，三次元培養

組織に 1週間圧縮負荷を与えた．負荷条件は

0.5 Hz，1 日 1時間で 0 kpa または 20 kpa と

した． 1，4 および 7 日目の遺伝子解析を行

っ た ． 統 計 解 析 は ， Student-t test ，

Tukey-Kramerを用い，有意差P<0.05とした． 

③ 評価：  

実験１：培養 1，4，7，14，21 および 28

日目に三次元培養組織を回収し，遺伝子解析

と組織学的評価を行った． 

実験２：1，4および 7日目の遺伝子解析

を行った．統計解析は，Student-t test，

Tukey-Kramer を用い，有意差 P<0.05 と

した． 

４．研究成果 

（１）In vitroにおけるヒト顎関節滑膜炎モ

デ ル に 対 す る 抗 炎 症 性 鎮 痛 薬

(NSAIDs)，COX-2 阻害薬（CEL），副腎

皮質ステロイド薬およびヒアルロン

酸(HA)の薬効評価 

NSAIDs 添加により,圧縮負荷により発現

上昇した PGE2 産生が抑制された.CEL は

IND より低濃度において,圧縮負荷により

発現上昇した ADAMTS-4 遺伝子を抑制し

た.MMP-3 遺伝子発現は IND 1,10µM 添加を

除き,CEL 添加による変化を認めなかった. 

副腎皮質ステロイド薬（デキサメサゾ

ン：DEX）添加により，濃度依存的に PGE2

産生の抑制が認められた.また,力学負荷

により MMP-1,MMP-3,の遺伝子発現は抑制

したが,ADAMTS-4 ，ADAMTS-5 の遺伝子発現

は亢進した. 

ヒアルロン酸添加により，濃度依存的に

PGE2 産生の抑制が認められた.また,力学

負荷により MMP-1,MMP-3,ADAMTS-4 の遺伝

子発現は亢進したが,ADAMTS-5 の遺伝子発

現は変化がなかった.力学負荷により発現

が上昇したMMP-3の遺伝子発現はヒアルロ

ン酸100μg/ml添加群において発現を有意

に抑制され,ADAMTS-4 の遺伝子発現は分子

量 600 万ヒアルロン酸の 100, 1000μg/ml

で有意に抑制された. 

(２）ヒト滑膜細胞に及ぼす多血小板血漿

（PRP）の影響 

  5％，10％，20％の異なる濃度の活性化

PRP で比較すると，濃度依存性に滑膜細胞

を増殖させることが明らかとなった． 

(３）ヒト軟骨細胞由来三次元培養組織の軟

骨再分化に及ぼす繰り返し圧縮負荷刺激

の効果 

 実験 1 において，Chondrogenic medium で

培養した場合，4 日目ですでに Sox9 および

Aggrecan が上昇し，collagenⅡa1 は 7 日目

で上昇を認めた．SafraninO 染色では 28 日目

で内部まで染色されることを確認した．この

ことより今回使用した三次元培養組織でも

軟骨再分化の可能なことが確認できた．また，



 

実験2の軟骨分化初期に及ぼす繰り返し圧縮

負荷では，Sox9 および BMP2 遺伝子発現が

20kpa で上昇を認めた．以上の結果より，軟

骨分化初期に及ぼす繰り返し圧縮負荷刺激

は軟骨分化を促進させる可能性のあること

が示唆された． 
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